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摘要 ”用 扫描 电子 显微镜 和 光学 显微镜 的 染色 观察 ， 研 究 了 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 
Hubner 3 龄 幼虫 腹部 神经 一 肌肉 的 分 布 ， 表 明 其 腹 纵 肌 细 胞 适合 于 作 电 生理 细胞 内 记录 ， 
用 电 生 理 细胞 内 微 电 极 记录 法 研究 了 棉铃 虫 三 个 品系 : 对 照 品系 、 功 夫 菊 酯 抗 性 品系 (Cy 一 
R， 抗 性 指数 13.4) 和 和 氰 成 菊 酯 抗 性 品系 (Fn -R， 抗 性 指数 37.9) 的 3 龄 幼虫 神经 一 肌肉 材 
料 对 相应 杀 虫 剂 的 神经 敏感 性 。 结 果 表 明 : 用 10-*mol /L 的 功夫 菊 酯 处 理 Cy —R, 74 30min 
内 有 40% 的 个 体 对 药剂 无 反应 ， 另 外 60% 的 个 体 产 生 反应 所 需 的 时 间 是 对 照 品 系 的 3.5 
4%, FA 10 mol /L 的 氰 成 菊 栈 处理 Fn 一 RR， 在 30min 内 有 47% 的 个 体 对 药剂 无 反应 ， 另 
外 53% 的 个 体 产生 反应 所 需 的 时 间 是 对 照 品系 的 42 倍 。 这 些 结果 说 明神 经 敏感 性 降低 是 棉 
铃 虫 对 拟 除 虫 菊 酯 抗 药性 的 重要 机 制 。 


关键 词 ”棉铃 由 ， 拟 除虫菊 酯 ， 抗 药性 ， 神 经 敏感 性 


拟 除 虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 是 一 类 神经 毒剂 ， 在 我 国 它 已 被 广泛 地 应 用 于 农业 害虫 的 防治 
中 。 但 随 着 拟 除虫菊 酯 杀 虫 剂 的 大 量 使 用 ， 某 些 害虫 包括 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 
Hubner 已 对 其 产生 严重 的 抗 药性 。 拟 除虫菊 酯 类 杀 虫 剂 的 靶 标 位 点 主要 是 神经 膜 上 的 
钠 通道 ， 其 抗 药性 机 理 表 现 有 三 方面 : (1) 神经 敏感 性 降低 ， (2) 表皮 穿 透 能 力 降 
1K; (3) 代谢 功能 增强 所。 其 中 神经 敏感 性 的 降低 在 昆虫 对 DDT 和 拟 除 虫 菊 酯 杀 虫 剂 
的 抗 药性 中 起 着 重要 的 作用 。Busvinebl 首先 使 用 击 倒 抗 性 ( knockdown resistance, Kdr) 
一 词 来 描述 家 蝇 对 DDT 的 击 倒 作 用 产生 的 抗 性 。Farnham 首次 发 现 Kdr 在 家 蝇 对 拟 
除虫菊 酯 的 抗 性 中 具有 重要 作用 。 近 年 来 神经 生理 学 研究 证 明 : 产生 Kdr 的 原因 是 昆 
虫 神经 系统 对 DDT 和 拟 除 虫 菊 酯 神经 毒 作 用 敏感 性 的 降低 所 致 ， 是 一 个 位 点 不 敏感 因 
子 (site 一 insensitivity factor)0。 

在 澳大利亚 和 泰国 均 已 报道 神经 敏感 性 的 降低 是 棉铃 虫 对 拟 除 虫 菊 酯 抗 性 的 重要 机 
制 & 纪 13。 目前 ， 国 内 关于 棉铃 虫 抗 药性 的 研究 多 集中 于 生 测 及 生化 分 析 方 面 ， 关 于 神经 敏 
感性 的 降低 在 棉铃 虫 对 拟 除虫菊 酯 抗 药性 中 所 起 的 作用 则 未 见报 道 。 电 生理 方法 是 研究 
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神经 敏感 性 程度 最 直接 有 效 的 手段 。 因 此 ， 本 文 用 细胞 内 微 电 极 记 录 技 术 比 较 室 内 饲 
养 、 汰 选 的 两 个 棉铃 虫 拟 除虫菊 酯 抗 性 品系 和 一 个 对 照 品系 的 3 龄 幼虫 腹 纵 肌 细 胞 的 目 
发 微小 兴奋 性 接头 电位 (miniature excitatory junctional potential，mEJP)， 以 揭示 神经 
敏感 性 降低 在 室内 涩 选 的 菊 酯 抗 性 棉铃 虫 中 所 起 的 作用 ， 阑 明 棉 铃 虫 的 抗 性 机 理 ， 为 抗 
性 的 治理 提供 理论 基础 。 


1 材料 与 方法 
1.1 ”实验 材料 


1.1.1 实验 昆虫 : 室内 饲养 的 棉铃 虫 3 龄 幼虫 共 三 个 品系 : 对 上 照 品 系 、 功 夫 菊 酯 抗 性 
品系 (Cy 一 RR， 抗 性 指数 13.4)、 和 氰 成 菊 酯 抗 性 品系 (Fn 一 RR， 抗 性 指数 37.9). 

1.1.2 ALARA: (1) 功夫 菊 酯 (Kong Fu，Cyhalothrin) ， 纯 度 97.2%， 英 国 ICI 
公司 出 口 ; 和 氟 友 菊 酯 (Fenvalerate) ， 纯 度 92%， 上 海中 西药 业 公 司 出 品 。(2) ABA 
配制 : 先 将 两 种 拟 除虫菊 酯 分 别 溶 于 丙酮 溶液 ， 配 成 母液 。 实 验 时 ， 用 棉铃 虫 生理 溶液 
将 母液 稀释 为 相应 浓度 的 实验 液 ， 各 实验 液 中 丙酮 的 含量 不 超过 0.1%. (3) HA h E M 
YAMBA". K+ 39mmol /L Nat 15mmol /L Cat 6mmol /L; Mgt 20mmol /L: 
Cl- 96mmol /Li HCO; 10mmol /L: RE 145mmol /L, HEPEs 10 mmol /L, pH6.8. 

实验 中 所 使 用 的 试剂 均 为 分 析 纯 。 


1.2 ”实验 方法 


1.2.1 棉铃 虫 幼虫 神经 一 肌肉 材料 解剖 和 形态 观察 : FEAR Beton 的 方法 ， 对 棉铃 虫 
幼虫 神经 一 肌肉 材料 进行 染色 观察 ， 并 将 解剖 好 的 神经 一 肌肉 材料 按 扫描 电镜 常规 方 
法 制 样 ， 在 HITACHI -650 型 扫描 电镜 下 观察 ， 照 相 记 录 。 形 态 解 剖 术语 参照 Belton” 
的 命名 方法 。 

1.2.2 ” 电 生 理 实验 方法 : 参照 刘 安 西 等 员 的 方法 ， 将 棉铃 虫 3 龄 幼虫 固定 在 由 磁性 橡胶 
制 成 的 解剖 盘 中 ， 沿 背 中 线 剪 开 体 壁 ， 除 去 消化 器 官 和 其 它 组 织 ， 暴 露出 腹面 肌肉 和 腹 
神经 案 。 解 剖 好 的 神经 一 肌肉 材料 淄 于 棉铃 虫 生理 溶液 中 ， 将 尖端 直径 为 1xm， 阻 抗 
为 15 一 253MQ， 内 部 灌 有 3 mol /L KO 的 玻璃 微 电 极 插入 腹 纵 肌 细 胞 中 ， 记 录 神 经 一 
肌肉 接头 处 目 发 微小 兴奋 性 接头 电位 (mEJP)。 记 录 的 信号 经 微 电 极 放大 器 ( 军事 医学 科 
Bee wae) ) 放大 ， 在 记忆 存储 示 波 釉 (VC--6020，HITACHI) 上 显示 ， 照 相 记录 。 
全 部 电 生 理 实验 均 在 (18 土 1) C 下 进行 。 

1.2.3 RAR NAR: 首先 记录 腹 纵 肌 细 胞 在 生理 溶液 中 mEJP 的 发 放 频 
率 ， 记 录 5 min 作为 对 照 值 。 然 后 ， 轻 轻 吸 出 生理 溶液 ， 加 入 含有 杀 虫 剂 的 生理 溶液 ， 
观察 和 记录 自发 mEJP 电位 的 频率 和 幅 值 变化 。 记 录 mEJP 释放 频率 突然 大 幅度 增加 所 
需 的 时 间 ， 此 时 便 是 神经 一 肌肉 材料 对 拟 除虫菊 酷 杀 虫 剂 开始 反应 的 标志 避 。 这 段 时 间 
PRA mEJP 重复 簇 状 发 放 时 间 ( repetitive burst discharge time). LAKAI EAE E 
不 同 抗 性 品系 和 对 照 品 系 对 于 杀 虫 剂 反应 差异 的 比较 标准 。 每 个 品系 各 重复 ISS, 4 
头 记录 30min, FE 30min 内 不 出 现 重 复 簇 状 发 放 ， 则 认为 其 对 药剂 无 反应 。 每 次 实 
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2 R 
2.1 ”棉铃 虫 幼虫 腹部 神经 一 肌肉 材料 的 形态 


棉铃 虫 3 龄 幼虫 第 1 腹 节 肌肉 可 分 为 背部 和 腹部 两 部 分 。 扫描 电镜 及 光学 显微镜 的 
染色 观察 说 明 腹面 的 肌肉 可 分 为 两 类 (图 1): 腹 纵 肌 和 和 斜 肌 (Ob)， 腹 纵 肌 又 可 分 为 节 内 
纵 肌 (S1 ~ S5) 和 节 间 纵 肌 (了 ) 三 种 。 这 些 肌肉 均 受 第 1 腹 节 神经 节 (N) 的 支配 。 腹 纵 肌 
S1 伸 长 时 长 约 Imm, #245 100 ~ 250um. S1, S3 和 S5 是 靠近 腹腔 的 肌肉 。S2 位 于 SI1 
和 S3 之 下 ， 部 分 被 它们 覆盖 着 : S4 位 于 S3 和 S5 之 下 ， 同 样 部 分 也 被 覆盖 着 ， 腹 纵 肌 
均 为 单 细 胞 。 在 节 间 处 可 见 气管 的 横 回 主干 ， 分 文 后 与 神经 伴 行 分 布 于 肌肉 中 。 所 有 的 
电 生 理 及 毒 理 实验 均 以 S1 为 对 象 。 





图 1 棉铃 虫 3 龄 幼虫 第 1 腹 节 腹面 神经 -~ 肌肉 分 布 图 
A， 第 1 腹 节 腹面 神经 - 肌肉 的 扫描 电镜 图 ，B， 第 1 腹 节 腹面 神经 肌肉 分 布 示 意图 。 
S1 ~ SS WAAN; b 节 间 肌 : Ob: FL; VNC: 腹 神 经 索 ，D:， 背 神经 ; 
V: BA: N: 神经 节 。 左 侧 的 节 内 纵 肌 SI, S3 和 S5 被 切 开 ， 以 显示 其 下 的 S2 和 S4 


2.2 ”功夫 菊 酯 及 氰 成 菊 酯 对 棉铃 虫 mEJP 的 作用 


棉铃 虫 3 龄 幼虫 腹 纵 肌 细 胞 S1 在 生理 溶液 中 静 奶 电位 的 平均 值 为 (一 52.4 土 5) mV 
(n=30)， 自 发 mEJP 幅 值 约 为 1~ 2 mV， 发 放 频 率 个 体 差异 较 大 , 约 为 2~ 10% /s 
(图 2，A)。 但 同一 个 体 的 mEJP 频率 相对 稳定 。 

向 棉铃 虫 3 龄 幼虫 神经 一 肌肉 材料 上 加 入 含有 0.1% 丙酮 的 生理 溶液 ， 观 察 记录 
30 min， 此 时 mEJP 的 发 放 频 率 和 幅 值 均 无 明显 变化 (图 2，B)， 这 与 以 家 晶 为 材料 进 
行 的 实验 结果 中 基本 一 致 。 
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图 2 棉铃 虫 3 龄 幼虫 腹 纵 肌 S. 的 目 发 mEJP 
A. Si 在 生理 溶液 中 的 mEJP，B， 同 一 个 体 的 SI 在 含有 0.1% 丙酮 的 生理 液 中 处 理 30 min 时 的 mEJP 


向 神经 一 肌肉 材料 上 分 别 加 入 含有 不 同 浓度 的 功夫 菊 酯 和 和 氰 成 菊 酯 的 生理 溶液 ， 发 
现 10-mol /L 是 使 对 照 品 系 在 Smin APEERE 状 发 放 的 最 低 浓 度 。 因 此 采用 
10-mol /工作 为 二 种 菊 酯 的 实验 液 浓 度 。 在 加 入 10 mol /L 功夫 和 菊 酯 生理 液 1~ 3min 
后 ，mEJP 的 发 放 频 率 明显 增加 ， 达 到 对 照 值 的 3 ~ 10 倍 ， 出 现 重 复 簇 状 发 放 ( 图 3)， 
幅 值 亦 明显 增 大 。 当 加 入 10-mol /L 的 氰 戊 菊 酯 时 ，mEJP 的 发 放 频 率 变化 和 功夫 菊 
酶 相近， 也 可 达到 对 照 值 的 3 ~ 10 倍 ， 幅 值 亦 明显 增 大 (图 3) 。 


bast ae : 
se au Totty We As :WA -r 





图 3 由 功夫 菊 酯 和 和 氰 成 菊 酯 诱发 的 mEJP 重复 簇 状 发 放 
Al, A2， 药 剂 处 理 前 肌肉 细胞 的 mEJP; Bl， 功 夫 菊 酯 ( 10-* mol /L)、B2， 氰 成 菊 酯 ( 10-* mol /L) 
处 理 后 肌肉 细胞 的 mEJP。 示 重复 簇 状 发 放 


2.3 ”棉铃 虫 抗 性 品系 与 对 照 品系 神经 敏感 性 的 比较 


2.3.1 ”对照 品系 和 功夫 菊 酯 抗 性 品系 (Cy 一 R) 神 经 敏感 性 的 比较 : Cy 一 R 品系 的 抗 性 
指数 为 13.4(Cy -R 品系 的 LD。/ 对 照 品系 LD)。 用 10%mol / 工 的 功夫 菊 酯 处 理 对 照 
品系 棉铃 虫 3 龄 幼虫 神经 - 肌肉 突 触 材料 ， 全 部 个 体 (n=15) 在 30min 内 mEJP 均 出 现 
重复 簇 状 发 放 ， 所 需 的 平均 时 间 为 (1.48 土 0.25) min。 用 同一 浓度 处 理 Cy-R 品 
系 (n=15) 后 ， 只 有 60% 的 个 体 在 加 药 后 30 min 内 出 现 重复 簇 状 发 放 ， 所 需 的 平均 时 间 
(5.11 £1.00) min, 是 对 照 品系 的 3.5 倍 ， 其 余 40% 的 个 体 在 药剂 处 理 30min 内 
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无 反应 ( 表 1)。 可 见 ，Cy 一 R 品系 对 功夫 菊 酯 具有 明显 的 神经 不 敏感 性 . 
表 1 不 同 品 系 棉铃 虫 对 菊 酯 杀 虫 剂 的 抗 药 性 比较 


药剂 l 
nn AR or VE FB BX ° Ay Ji] ( min) ° RF 有 反应 率 ( %) 
(10 mol /L) 
re 对 照 品 2 am 1.48 £0.25 mE 100 
p k 
A 功夫 菊 酯 抗 性 品系 13.4 5.11+1.00 3.5 60 
对 照 品系 一 3.8S 十 0.54 uo 100 
SURAE j 
a R ARRERA 37.9 16.22+2.01 4.2 53 


a 抗 性 指数 : 抗 性 品系 的 LD, / 对 照 品系 LD; 
b mj 药剂 处 理 后 ， 腹 纵 肌 S 的 mEJP 频率 突然 增加 所 需 的 平均 时 间 (m= 15, TSE); 
c. RF: 抗 性 品系 的 时 间 / 对 照 品 系 的 时 间 


2.3.2 ”对 照 品系 和 和 氰 成 菊 酯 抗 性 品系 (Fn 一 R) 神 经 敏感 性 的 比较 : Fn 一 R 品系 的 抗 性 
指数 为 37.9(Fn 一 R 品系 的 LD, / 对 照 品系 LD,)。 用 10 习 mol /LIL 的 氰 戊 菊 本 处理 对 照 
品系 棉铃 虫 3 龄 幼虫 神经 一 肌肉 突 触 材料 ， 全 部 个 体 (n=15) 在 30min mEJP 均 出 现 重 
复 徐 状 发 放 ， 所 需 的 平均 时 间 为 (3.8$ 土 0.$4) min。 用 同一 浓度 处 理 Fn-R 品系 
(n=15) Ja, RA 53% 的 个 体 在 加 药 后 30 min 内 出 现 重复 簇 状 发 放 ， 所 需 的 平均 时 间 为 
(16.22 土 2.01) min， 是 对 照 品系 的 4.2 倍 ， 其 余 47% 的 个 体 在 药剂 处 理 30 min 内 无 反应 
( 表 1)。 可 见 ，Fn 一 R 品系 对 氰 戊 菊 酯 具有 明显 的 神经 不 敏感 性 。 


3 wre 


电 生 理 实 验 ， 需 要 弄 清 楚 棉 铃 虫 幼虫 神经 -~ 肌肉 的 形态 分 布 和 解剖 结构 ， 因 此 我 们 
首先 进行 了 形态 学 研究 。 结 果 表 明 棉 铃 虫 幼虫 第 1 腹 节 腹 纵 肌 均 为 单 细胞 ， 个 体 较 大 ， 
分 界 清晰 ， 适 合 于 作 电 生理 细胞 内 记录 。 虽 然 腹 纵 肌 细胞 mEJP 频率 个 体 间 差异 较 大 ， 
但 同一 个 体 的 mEJP 频率 还 是 相对 稳定 的 ， 在 30 min 内 mEJP 的 频率 不 会 发 生 明 显 的 
变化 。 因 此 ， 以 mEJP 频率 变化 作为 实验 指标 是 可 行 的 。 

从 图 3 中 可 以 清楚 地 看 到 ， 当 向 神经 - 肌肉 材料 加 入 功夫 菊 酯 后 ， 可 引起 自发 
mEJP HERRE. Salgado %0 引 曾 报道 拟 除虫菊 酯 可 减 小 家 蝇 突 触 前 腊 的 膜 电 
位 ， 从 而 造成 神经 递 质 释放 的 增加 ， 使 肌肉 细胞 的 自发 mEJP 的 频率 和 幅 值 明显 地 增 
加 ， 出 现 重 复 簇 状 发 放 ， 这 种 发 放 最 终 将 导致 神经 递 质 的 耗竭 ， 从 而 阻 晰 了 神经 一 肌 
内 信息 的 传导 ， 这 种 阻 断 是 造成 昆虫 整体 中 毒 中 期 阶段 肌肉 麻痹 的 原因 。 本 实验 结果 表 
明 : 功夫 菊 酯 抗 性 品系 和 氰 成 菊 酯 抗 性 品系 棉铃 虫 中 分 别 有 40% 和 47% 的 个 体 对 相应 
药剂 无 反应 ， 表 现 出 强烈 的 神经 不 敏感 性 ， 与 整体 生 测 的 抗 性 水 平 相 对 应 ， 而 有 反应 的 
个 体 对 药剂 产生 反应 所 需 的 时 间 也 明显 长 于 对 照 品系 ， 表 现 出 一 定 程度 的 神经 不 敏感 性 
(He 1)。 这 说 明神 经 敏感 性 的 降低 是 室内 汰 选 的 功夫 菊 酯 抗 性 及 氨 成 菊 酯 抗 性 品系 棉铃 虫 
的 重要 抗 性 机 制 。 但 是 昆虫 产生 抗 药性 的 原因 是 多 因子 的 ， 从 表 1 POW, AEK 
酯 抗 性 品系 的 抗 性 指数 为 37.9， 其 中 有 47% 的 个 体 对 药剂 无 反应 ， 而 在 有 反应 的 个 体 


352 Æ H 学 报 39 卷 


中 产生 反应 所 需 的 时 间 是 对 照 品 系 的 4.2 倍 。 功 夫 菊 酯 抗 性 品系 的 抗 性 指数 为 13.4， 其 
中 有 40% 的 个 体 对 药剂 无 反应 ， 而 有 反应 的 个 体 中 产生 反应 所 需 的 时 间 是 对 照 品系 的 
3.5 倍 。 两 个 品系 在 抗 性 指数 上 相差 较 大 ， 约 为 3 倍 ， 而 在 反应 率 及 反应 时 间 上 则 相差 
不 大 。 这 一 结果 表明 神经 敏感 性 的 降低 虽然 是 棉铃 虫 对 拟 除虫菊 酯 产生 抗 药 性 的 重要 抗 
性 机 制 ， 但 并 不 是 唯一 的 ， 在 这 两 个 抗 性 品系 中 可 能 还 有 其 它 抗 性 因子 在 起 作用 。 


神经 敏感 性 的 降低 不 仅 是 棉铃 虫 对 拟 除虫菊 酯 产生 抗 药性 的 重要 原因 ， 而 且 在 其 它 


昆虫 中 也 有 大 量 报道 中。 因此 对 昆虫 抗 药性 机 理 的 深入 研究 ， 不 仅 在 理论 上 有 重要 意 
义 ， 而 且 会 为 抗 性 的 治理 提供 线索 。 
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DECREASED NERVE SENSITIVITY IS AN IMPORTANT 
PYRETHROID RESISTANCE MECHANISM OF 
COTTON BOLLWORM 
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Abstract The morphology of the 3rd instar larval cotton bollworm (Helicoverpa 
armigera Hubner) ventral nerve and muscle was studied by scanning electron and light 
microscopes. The results of observation showed that all of the ventral longitudinal 
muscle cells are suitable for the electrophysiological intracellular recording. The nerve 
sensitivity to the corresponding pesticides of 3rd instar larval neuromuscular synapses 
of three strains of the cotton bollworm including the control, the cyhalothrin resistant 
(Cy —R. resistance ratio: 13.4) and the fenvalerate resistant (Fn—R, resistance ratio: 37.9) 
strains was studied by using the electrophysiological intracellular microelectrode re- 
cording technique. The results showed that when Cy—R was treated by 10° *mol /L 
cyhalothrin, 60% individuals had the repetitive discharge within 30min; however, the 
reaction time was 3.5 times as much as that of the control. And the other 40% 
individuals had no reaction. When Fn—R was treated by 10°°mol /L fenvalerate, 
53% individuals had the repetitive burst discharge within 30min, however, the reac- 
tion time was 4.2 times as much as that of the control. And the other 47% individ- 
uals had no reaction. Jt implies that the decreased nerve sensitivity is an important 
pyrethroid resistance mechanism of cotton bollworm. 
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